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have  endowed  black  phosphorus  (BP),  the  new  generation  of  two‐dimensional  nanomaterials,  with  great  potential  for 
photothermal  therapy  (PTT).  However,  an  appropriate  but  not  low  dosage  of  nanoagent  is  requisite  to  achieve  the 
satisfactory therapeutic effect in BP‐based NIR PTT, due to the decreasing light absorption of BP in NIR region. In this work, 
the nanohybrids consist of BP nanosheets and several polypyrrole (PPy) nanoparticles attached to them (BP/PPy NSs) are 





The  treatment  of  cancer  has  become  research  focus  in  the 
world  today  due  to  its  high  morbidity  and  mortality.1‐3  As  a 
promising supplement to surgery, radiotherapy, chemotherapy, 
and other major clinical therapies, photothermal therapy (PTT) 
that  delivers  phototherapeutic  agents  into  tumor  cells  to 
convert photons into heat to achieve the ablation of tumor is a 
minimally  invasive  treatment  for  tumors.4‐6  Recently,  many 
systems,  such  as  noble  metal  nanoparticles,  carbon 
nanomaterials,  conducting  polymers,  and  organic  dye 
molecules,  have  been  explored  as  PTT  agents  for  cancer 
treatment.7‐14 However, their applications are often limited by 
low  photothermal  conversion  efficiency,  high  cost,  high 
systemic cytotoxicity, or undesirable photostability.  
As an emerging inorganic two‐dimensional (2D) nanomaterial, 
black  phosphorus  (BP)  with  a  peculiar  structure  and  a  layer‐
dependence  bandgap  of  0.3‐2.0  eV,  has  aroused  enormous 
concern in the fields of electro‐/photocatalysis, energy storage, 
photodetectors and chemo‐/biosensing.15‐17 More recently, BP 
nanosheets  (NSs)  have  been  exploited  as  a  promising 
nanotheranostic  agent  for  several  biomedical  applications, 
which benefited from its good biodegradability and  ingenious 
physicochemical properties.18‐21 As a  typical 2D nanomaterial, 
BP  possesses  broadband  light  absorption  from  ultraviolet  to 
near‐infrared (NIR) region that has been developed as the "heat 
messenger"  for NIR photothermal  tumor  therapy.22‐25  BP NSs 
can  also  serve  as  the  nanoplatform  to  carry  drugs,  organic 
molecules  or  nanoparticles  for  fabrication  of  multifunctional 
nanosystems  which  allows  the  multimodal  theranostic 
applications integrating PTT and chemotherapy, photodynamic 
therapy, bioimaging or biosensing.26‐31 An unavoidable fact that 




resulting  in  significant  inflammatory  responses.33  BP  can  also 
adsorb  immune  relevant  proteins  in  vitro,  further  trigger 





reasonable  strategies  for  fabrication  of  BP‐based 




and  has  been  applied  as  the  PTT  nanoagent  for  cancer 
therapy.36‐38  Monodispersed  PPy  nanoparticles  (NPs)  can  be 
readily  prepared  by  one‐pot  oxidative  polymerization 
approaches  in  the presence of water‐soluble polymers.39, 40  It 
has  been  reported  that  PPy  showed  higher  photothermal 
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Tech  Co.  Ltd  (Nanjing,  China)  and  stored  in  a  dark  Ar‐filled 
glovebox.  FeCl3,  pyrrole  monomer,  N‐methyl‐2‐pyrrolidone 
(NMP)  and  polyvinylpyrrolidone  (PVP)  were  obtained  from 
China  National  Medicine  Corporation  (Shanghai,  China). 
Roswell  Park  Memorial  Institute  (RPMI)‐1640,  trypsin, 




Co.,  Ltd. Other  reagents were purchased  from China National 







sonicated  10  h  in  an  ice  bath  using  a  power  of  300 W.  The
dispersion was centrifuged for 20 min at 7000 rpm to get the
precipitation.  The  final  product  was  then  obtained  by
centrifugation  (2000  rpm,  20 min),  and  the  supernatant  was
resuspended  in NMP  for  further use.  PEGylated BP NSs were
prepared through electrostatic bonding. 10 mg mPEG‐NH2 were
dispersed  in  the  10 mL  of  BP  solution  (200  μg/mL),  then  the
mixture was sonicated for 30 min, and then stirred for 4 h. The








10  min,  1  mL  of  0.75  g/mL  FeCl3  was  quickly  added  to  the
reaction  mixture.  The  polymerization  was  performed  for
another 3 h. Then, the products were purified by washing with
ethanol‐acetone  mixture  and  finally  redispersed  in  ultrapure
water.  To  prepare  BP/PPy  NSs,  100,  200  or  300  μL  of  above
prepared PPy solution was added into 10 mL of BP NSs solution
and stirred in the dark for 6 h. Then the mixture solution was




atomic  force  microscope  (AFM,  FM‐Nanoview  1000,  FSM‐
Precision,  China)  and  the  transmission  electron  microscope 
(TEM,  JEM‐2100HR,  JEOL,  Japan).  The  UV‐vis‐NIR  absorption 
spectra  were  recorded  on  a  spectrophotometer  (UV‐6100, 
MAPADA,  China).  Raman  spectra  were  obtained  using  a 
Renishaw  inVia  microspectrometer  (Derbyshire,  England) 
equipped  with  the  excitation  wavelength  of  514.5  nm 
generated by an Ar+ laser. 
2.4 Photothermal heating experiments 
BP  NSs  and  BP/PPy  NSs  suspensions  were  irradiated  with  a 
continuous‐wave  diode  NIR  laser  (808  nm,  Changchun  New 
Industries  Optoelectronics  Technology,  China)  with  a  power 
density  of  2 W/cm².  The  temperatures  of  the  solutions were 
measured every 30 s using the infrared thermal camera (Fluke 
Ti200,  Fluke  Corp,  Washington,  USA).  To  evaluate  the 






medium  supplemented  with  10  %  fetal  bovine  serum  (FBS), 
penicillin (100 units/mL), and streptomycin (100 μg/mL) in 5% 
CO2  and  95%  air  at  37  °C  in  a  humidified  incubator.  For 
cytotoxicity analysis, 4T1 cells were plated  into 96‐well plates 
for 12 h incubation. Then the medium was replaced with 100 μL 




and  BP/PPy  NSs,  4T1  cells  were  randomly  divided  into  four 
groups  (Control,  Laser,  BP  NSs  +  Laser,  BP/PPy  NSs  +  Laser). 
After  cells  adhered  onto  the  cell  plate,  the  medium  was 
replaced  with  fresh  RPMI‐1640  containing  different 
concentrations of BP NSs or BP/PPy NSs (5, 10, 20 and 30 µg/mL), 


















24  female Balb/c mice  (6 weeks old) were obtained  from the 





volume  reached  about  200  mm3.  For  in  vivo  photothermal  
therapy, tumor‐bearing mice were randomly divided into four 
groups (Control, PBS + Laser, BP NSs + Laser, BP/PPy NSs + Laser), 
minimizing  the  differences  of  weight  and  tumor  sizes  in  each  
group. After intratumoral injection of 100 µL nanomaterials (1 
mg/kg) for 12 h, the tumor regions of the mice were irradiated 
with  808  nm  laser  (2  W/cm2)  for  2  min.  During  the  laser  
irradiation,   the   surface   temperature   of   the   tumor   was 
monitored by an infrared thermal camera. The tumor sizes were 
measured by a digital caliper every the other day and calculated 






fixed  into  4%  neutral  formaldehyde,  conducted  with  paraffin  














NSs, where  the  surface  of  BP  sheets  is  attached with  a  large 
number  of  PPy  NPs  with  random  distribution.  Almost  all 
nanoparticles  are  confined  in  the  nanoplatform  showing  the 
successfully  attachment  of  PPy  NPs  onto  the  BP  nanosheets. 
The deposition of PPy NPs significantly  increases mean height 











The  UV‐vis‐NIR  spectrum  of  BP  NSs  (Fig.  2a)  displays  an 




peak  at  ~910  nm.  The  deposition  of  PPy  NPs  onto  the  2D 
nanosheets  endows  the  nanohybrids  with  a  significantly 
increased  optical  absorption  in  the NIR  region,  indicating  the 
promising  potential  for  photothermal  cancer  therapy.  Raman 
spectrum  were  performed  to  research  on  the  chemical 
structures  of  nanomaterials.  As  shown  in  the  Fig.  2b,  three 
typical Raman peaks at about 361 cm‐1, 438 cm‐1 and 466 cm‐1 
are observed in the Raman spectrum of BP NSs, which can be 
assigned  to Ag1, B2g,  and Ag2 modes of BP NSs,  respectively.22 
Compared  with  BP  NSs,  the  Raman  spectrum  of  BP/PPy  NSs 
shows another peaks located at 986 cm‐1, 1040 cm‐1, 1315 cm‐1 
and 1566 cm‐1, which can be ascribed to the combination of PPy 
NPs  (Fig. 2b).43  The  stability  test  shows a poor dispersity  and 
stability of BP NSs  in water, PBS and RPMI‐1640,  respectively 
(Fig. 2c, Fig. S3†). After PEGylation, the nanomaterials (BP NSs 







BP  NSs  and  BP/PPy  NSs  at  the  same  concentrations  were 
exposed  to an 808 nm NIR  laser with  a power density of  2.0 
W/cm2  to  evaluate  the  photothermal  properties  of  the 





min)  than  BP  NSs  (ΔT  ≈  20  °C),  illustrating  a  better  NIR 
photothermal transduction efficiency. We also observe that the 
amount of PPy nanoparticles on  the  surface of BP nanosheet 
plays  a  critical  role  in  the  increase  of  heat  generation.  The 









unchanged  during  the  five  cycles,  indicating  an  excellent 
photothermal  stability.  For  exact  explanation  of  the 
photothermal  properties  of  BP  NSs  and  BP/PPy  NSs,  the 
photothermal conversion efficiencies (η) were calculated using 
the following Eqs.44, 45 
𝛈 ൌ 𝒉𝑺ሺ𝑻𝒎𝒂𝒙ି𝑻𝒔𝒖𝒓𝒓ሻି𝑸𝒅𝒊𝒔𝑰൫𝟏ି𝟏𝟎ష𝑨𝟖𝟎𝟖൯    (1) 
𝒉𝑺 ൌ 𝒎𝑫𝑪𝑫𝝉𝒔     (2) 
𝝉𝒔 ൌ ି𝐭𝐥𝐧𝛉    (3) 
𝛉 ൌ 𝑻𝒔𝒖𝒓𝒓ି𝑻𝑻𝒔𝒖𝒓𝒓ି𝑻𝒎𝒂𝒙    (4) 
where h was  the  heat  transfer  coefficient,  S was  the  surface 
area of the container, I expressed the NIR laser power (808 nm, 
2.0  W/cm2),  A808  meant  the  absorbance  at  808  nm  of  the 
nanostructures  (ODBP=0.36,  ODBP/PPy=0.91),  the  equilibrium 
temperature  was  Tmax,  the  ambient  temperature  of  the 










be  216  s  and  191  s  for  BP  NSs  and  BP/PPy  NSs  solutions, 
respectively. Then, the η value of BP/PPy NSs is calculated to be 
62.2%, significantly higher than that of BP NSs (31.8%), which 






as  mean  ±  SD;  *P<0.05,  **P<0.01  vs.  BP  NSs  group.  c) 












We  further  investigated  the  in  vitro  photothermal  effect  of 
BP/PPy NSs. As shown in Fig. 4b, the relative cell viability of 4T1 
cells  in  the  Control  group  or  Laser  group  was  almost  100%, 
which means that the inhibitory effect of laser irradiation alone 
on cell proliferation  is not obvious. However,  remarkable and 
concentration‐dependent  death  is  noticed  in  the  4T1  cells 
containing  BP  NSs  or  BP/PPy  NSs  after  NIR  laser  irradiation. 
Compared  to  the  cells  incubated  in  the BP NSs,  the  4T1  cells 

















were  stained  with  Hoechst  33258  dye,  a  DNA‐binding  
fluorochrome, after NIR treatment. From the Fig. 4c, it can be 
seen  that  the  cells  in  the  Control  group  emit  light  blue  




laser  exposure,  which  can  be  ascribed  to  the  DNA 
fragmentation  and  chromatin  condensation  during  apoptosis. 
This  phenomenon  is more  serious  in  the  BP/PPy NSs  +  Laser 





the  nanohybrids  (Fig.  S4†).  The  comparative  photothermal 
experiments  between  PPy  NPs  and  BP/PPy  NSs  were  also 




The  in  vivo  antitumor  effect  of  BP/PPy  NSs  was  finally 
performed in tumor‐bearing mice. The temperature changes of 






than  that  in  BP/PPy  NSs  +  Laser  group.  But  the  tumor 
temperature of mice in the PBS + Laser group only increases by 
3  °C  (Fig.  5a).  The  in  vivo NIR photothermal  effect was  firstly 
measured  by  the  histology  analysis  at  24  h  after  the  laser 
treatment when the one of the tumors per group was extracted 
for hematoxylin and eosin (H&E) staining. As described in Fig. 5c, 
no  significant  morphological  changes  of  the  tumor  cells  are 
observed  in  control  groups,  whereas  the  cancer  cells  are 
severely damaged in the BP nanostructures treated mice. 
Fig.  6  a)  Mean  body  weights  of  mice  in  various  groups.  b) 
Micrographs  of  H&E  stained  major  organs  obtained  from 
different groups (Scale bar: 200 µm). I, II, III and IV represent the 
Control  group,  PBS  +  Laser  group,  BP NSs  +  Laser  group  and 
BP/PPy NSs + Laser group, respectively. 
To  further  reveal  the  in  vivo  therapeutic  efficiency  after 
different  treatments,  the  tumor  sizes  were  evaluated  by  a 
digital caliper. As shown in the Fig. 5b, the tumor volumes of the 
mice  in  the  Control  group  and  PBS  +  Laser  group  grow  rapid 
during  the  full  observation  process,  indicating  that  laser 
treatment  alone  is  inadequate  to  inhibit  the  tumor  growth 
under our experimental parameters. While the tumor volumes 
of mice in the BP NSs + Laser group or BP/PPy NSs + Laser group 
are  gradually  decrease  after  NIR  laser  treatment.  And  the 
tumors  in the two groups are effectively eliminated with only 
small  black  scars  left  at  the  tumor  sites  after  17  days’ 
observation (Fig. 5d). The tumors undergone BP NSs and laser 
treatment  display  the  obviously  smaller  sizes  in  comparison 






The mean weight of  tumor also verifies  the enhanced  in  vivo 
antitumor effect of BP/PPy NSs based NIR PTT (Fig. 5f).  
The toxic side effect usually leads to weight loss. As shown in 
Fig.  6a,  there  are  no  significant  body weight  losses  in  the  all 
groups,  indicating  the  low  toxicities  of  the  nanomaterials.  To 
further assess the in vivo toxicity, mice were sacrificed 17 days 
after  photothermal  treatment,  and  the major  organs  of mice 
were sliced, and then stained by H&E for histology analysis. Fig. 
6b illustrates the H&E stained images of major organs including 
heart,  liver,  spleen,  lung  and  kidney, which  exhibit  no  visible 
damage,  suggesting  the  promise  of  BP/PPy  NSs  as 





two  components  (BP  NSs  and  PPy  NPs),  which  exhibit  an 
evidently  improved  light  absorption  in  NIR  region.  The  NIR 
photothermal  transduction  efficiency  of  BP/PPy  NSs  is 
calculated to be 62.2%, much higher than that of BP NSs (31.8%), 
indicating  a  less  dosage  of  nanocomposites  is  needed  for  an 
effective PTT. In vitro and in vivo experiments have proven the 
enhanced NIR  photothermal  antitumor  effect  of  BP/PPy NSs. 
The  high‐performance  therapeutic  application  of  this 
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